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Neuronatin对人视网膜色素上皮细胞增殖迁移的影响 *
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摘要 目的：研究胚胎时期表达部位广泛、丰度高，而成年后分化表达的印记基因 Neuronatin(Nnat)的两种剪接形式 Nnat琢和 Nnat

茁对人视网膜色素上皮细胞（RPE）增殖、迁移的影响。方法：构建 Nnat 琢、茁两种剪接形式的表达质粒，转染 RPE获得表达该基因
的稳定表达细胞株；CCK-8实验检测稳定表达细胞株的增殖能力，流式细胞仪分析细胞周期，细胞划痕实验检测其迁移能力。结

果：成功构建了 Nnat琢和 Nnat茁表达质粒，并获得了 Nnat琢和 Nnat茁基因稳定表达 PRE细胞株。CCK-8实验结果显示 cNNAT琢
组与对照组相比较，增值率为 23.33 %（P<0.05），cNNAT茁组相较于对照组无显著性差异，细胞周期分析 cNNAT琢组和 cNNAT茁
组细胞在 G2-S期的百分率分别为 18.60 %、11.11 %，对照组细胞的为 9.94 %；相较于对照组，cNNAT琢组的细胞迁移能力显著增
强，cNNAT茁组的细胞迁移能力微弱增强。结论：Nnat琢对 RPE有一定的增殖作用，其影响主要在 S期；同时，Nnat琢显著促进
RPE细胞的迁移能力。
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The Effect of Neuronatin on Proliferation and Migration in Human Retinal
Pigment Epithelial Cells*

To investigate the effect of two splicing forms of Neuronatin (Nnat琢 and Nnat茁), which are expressed

widely and abundantly in the fetal period and differentially expressed mainly in the pituitary gland in the adulthood on the proliferation

and migration in human retinal pigment epithelium (RPE) cellline. To construct two splicing forms (Nnat 琢 and Nnat茁)

expressing plasmids and obtain stable RPE celllines after transfecting RPE cellline with the constructs containing the targeting gene;
proliferation, cell cycle analysis and its ability to migrate were evaluated by CCK-8 assay, flow cytometry and cell wound scratch assay

respectively. Nnat琢 and Nnat茁 expressing plasmids were successfully constructed, Nnat琢 and Nnat茁 gene stable expressing RPE

celllines were obtained. CCK-8 test results showed that pNNAT琢 increased cell proliferation by 23.33 % (P<0.05) compared with the

control pSNAV transfected cellline. Further analysis through flow cytometry revealed that the percentage of G2S-phase cells in the

control pSNAV transfected cellline was 9.94 %, and in pNNAT琢 and pNNAT茁 stable celllines were 18.60% and 11.11% respectively.

Compared with the control cellline, the migration of pNNAT 琢 cellline was enhanced significantly, and the ability of migration of
pNNAT茁 was enhanced weakly. NNAT琢 could enhance the proliferation of RPE cellline significantly and the influence

mainly happened on S period and NNAT琢 could enhance the migration of RPE celllines significantly.
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前言

Neuronation（Nnat）是 1996年克隆的脑特异表达的父本来
源的印记基因。人 Nnat基因全长 3973 bp，含有 3个外显子和
2个内含子[1]。Nnat mRNA有两种剪接形式：琢和茁，两者具有统
一相位的开放阅读框，分别编码 81个和 54 个氨基酸，其差别

在于 茁形式的第二个外显子被剪切掉[2]。Nnat在发育成熟的组

织中，除了大脑或神经来源的细胞表达较强外，在中枢神经系

统以外的组织中也有表达，主要分布在卵巢、肾上腺、肺、肌肉、

胰脏 [3]。我们课题组发现其在视网膜中也表达，在胚胎期视网

膜的全层表达，而在发育成熟的视网膜主要集中在节细胞层和

RPE细胞表达，具有时间与空间上的特异性[4]。近些年来，人们对

Nnat的研究越来越广泛深入，在神经系统中，有报道表明 Nnat

可以通过上调胞内钙而促使胚胎干细胞分化为神经组织 [5]，在
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大脑海马区神经元发育以及树突的可塑性中起着重要作用[6]；

Nnat能通过上调胞内钙引起内质网应激而导致神经病变[7]；当

坐骨神经横断伤后，背根神经节中 Nnat异常表达[8]。在外周系

统中，Nnat目前已作为干细胞分化为胰腺细胞的标志物 [9]，并

且已有研究证明了 Nnat参与了胰腺的功能调节 [10,11]。少量研究

表明该蛋白受代谢状态调节，与肥胖有关联[12-14]。此外有报道该

蛋白参与了皮肤角质细胞的分化[15]，在部分肿瘤组织中异常表

达[16,17]。但目前尚没有对其在视网膜组织中相关功能研究的报道。

视网膜色素上皮细胞(retinal pigment epithalium, RPE)在增

殖性玻璃体视网膜病变（proliferative vitreoretinopathy, PVR）的

发生和发展过程中起重要作用，被认为是 PVR膜形成和收缩

的最主要的细胞。RPE细胞的增殖、迁移、转化、细胞外基质分

泌以及对细胞因子的刺激反应性增加等功能异常在其中起着

重要的作用[18]，但其发生发展的机理尚不完全清楚。Nnat基因

对于视网膜而言是一个我们新近发现基因，其在发育成熟的视

网膜的 RPE细胞中表达丰度较高[4]，提示我们进一步探索 Nnat

基因的功能有助于深入了解 PVR发生发展的机理。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器
1.1.1 主要试剂与仪器 限制性内切酶、T4连接酶、高保真 Pfu

酶均购于 TaKaRa 公司，Lipofectamin 2000 转染试剂和 Trizol

购于 Invitrogen公司，NNAT单克隆抗体（兔抗人）购于 Abcam

公司，二抗 （羊抗兔）、内参 GAPDH 抗体（Glyceralde-

hyde-3-phosphate dehydrogenase,GAPDH）均购于上海康城生物

公司，Reverse Transcription System (A3500) 试剂盒购于
Promega 公司，SYBR@Green Ⅰ (DRR041A) 试剂盒购于
TaKaRa公司，CCK-8试剂购于上海碧云天公司，流式细胞仪

为 BD公司产品，PCR仪、凝胶成像仪（Universal Hood Ⅱ）均为
Bio-Rad公司产品。
1.1.2 细胞培养 人视网膜色素上皮细胞（RPE），培养基为含
10 %胎牛血清（四季青）的 DMEM/F-12 1：1培养基。细胞置于
37 ℃，5 % CO2、饱和湿度的培养箱中培养，0.25 %胰蛋白酶消

化传代。

1.2 方法
1.2.1 质粒构建 引物序列如下：上游引物 5-ggggtaccatggcg-
gcagtggcggcggc-3，下游引物 5-gaagatcttcagttgggggctcgctgcct-3；
模板来源为人视网膜组织。获得的目的 PCR片断长度理论上

分别为 181 bp、262 bp。获得的目的片断通过双粘性末端连接

克隆至腺相关病毒穿梭质粒 pSNAV（7015 bp），共计 2个质
粒，分别命名为 pNNAT琢、pNNAT茁，所获得的克隆经过测序确
保无突变。

1.2.2 构建质粒的 PCR鉴定 质粒构建后，以构建质粒 DNA

为模板，上游引物为：5-ggggtaccatggcggcagtggcggcggc-3，下游

引物为：5-gaagatcttcagttgggggctcgctgcct-3；扩增条件为预变性
94 ℃，2 min，94 ℃ ,30 s，退火 54 ℃，30 s，70 ℃，30 s，30个循

环，72 ℃，5 min，4 ℃保存。取 10 滋L PCR扩增产物进行 1.5 %

的琼脂糖凝胶电泳检测产物。

1.2.3 构建质粒的Western-Blotting鉴定 在 6孔板中接种 5×
105/孔的 RPE细胞，用含 10 %胎牛血清完全培养基，置 5 %

CO2培养箱中 37 ℃培养过夜。待细胞长到 80 %左右时，在无

菌条件下进行质粒转染。48 h 后收集细胞、抽提蛋白进行
Western-Blotting鉴定。
1.2.4 质粒稳定表达细胞株的建立 在 6孔板中接种 5× 105/

孔的 RPE细胞，置 37 ℃、5 %CO2培养箱中培养过夜。在无菌

条件下进行质粒转染，转染的质粒为 pNNAT琢、pNNAT茁、
pSNAV和 pEGF-N1（荧光对照质粒）。培养 24 h后，加入终浓

度为 500 滋g/mL G418，继续培养；48 h后，细胞消化以 1:2传代

传到 6 mm培养皿中，继续培养, 每 3-5天更换一次终浓度为
500 滋g/mL的 G418的培养基。培养至 14天，此时已有单个细
胞群落形成。对已形成的细胞群落进行挑单克隆筛选，剩余细

胞继续培养。挑克隆鉴定筛选到高表达的阳性表达株，用含

100 滋g/mL的 G418细胞培养基培养 2代即可获得高表达的稳

定表达细胞株 pNNAT琢-RPE、pNNAT茁-RPE、pSNAV-RPE 和
pGFP-N1-RPE，以下简称 cNNAT琢、cNNAT茁、control和 cGFP。
1.2.5 质粒的 Western-Blotting 鉴定及目的质粒稳定表达细胞

株的鉴定 瞬时转染目的质粒 48小时后，收集 RPE细胞，裂

解蛋白；培养稳定表达细胞株 cNNAT琢、cNNAT茁、control、
cGFP及 RPE细胞，胰酶消化收集细胞沉淀，加入 0.2 mL裂解

液和 2 滋L蛋白酶抑制剂 PMSF，裂解细胞收集蛋白，利用 BAC

法测量蛋白浓度，加蛋白变性缓冲液,混匀后，水域 98 ℃变性
10 min。

根据待检测蛋白分子量的大小，选择 15 %的 SDS-聚丙烯

酰胺凝胶作为分离胶；每泳道上样总蛋白量为 50 滋g；电泳、转

膜、一抗 4 ℃孵育过夜、二抗室温孵育 1.5 h、化学发光法分子
成像（Bio Rad Univeral Hood Ⅱ）。
1.2.6 目的质粒稳定表达细胞株 RT-PCR的鉴定 在 6孔板中

培养稳定表达细胞株 cNNAT琢、cNNAT茁，用 Trizol法抽提细

胞总 RNA，按照逆转录试剂盒说明书步骤进行逆转录，然后以
cDNA为模板进行 Nnat基因扩增，上游引物 5-ggggtaccatggcg-

gcagtggcggcggc-3，下游引物 5-gaagatcttcagttgggggctcgctgcct-3,

扩增条件：预变性 95℃、2 min，变性 94℃、10 s，退火 64℃、30 s，

延伸 72 ℃、20 s，30个循环，4 ℃保存。取 10 滋L RT-PCR扩增

产物进行 1.5 %的琼脂糖凝胶电泳检测产物。
1.2.7 流式细胞仪分析细胞周期 稳定表达细胞株 cNNAT琢、
cNNAT茁、control消化计数后，以 5× 105/孔种于 60 mm培养皿

中，每组设 4个复孔，培养 48 h，检测细胞周期。步骤如下：胰酶

消化细胞，1000× g离心 5 min 后去上清；加入 1 mL预冷的
PBS重悬细胞，1000× g离心 5 min后去上清；加入 300 滋L的
预冷的 PBS重悬细胞，然后向细胞悬液缓慢滴加 700 滋L提前

在 -20 ℃预冷过夜的无水乙醇，边滴加边混匀，4 ℃固定 2 h以
上；1000× g离心 5 min，收集固定细胞，PBS洗涤两次；加入
0.5 mL PBS重悬细胞，加入 PI和 RNaseA至终浓度 50 滋g/mL，
37 ℃ 孵育 30 min；用流式细胞仪测定细胞周期，细胞计数不低
于 5000个。
1.2.8 细胞迁移实验 培养稳定表达细胞株 cNNAT琢、cN-
NAT茁、control，胰酶消化计数后，以 1× 106个 /孔接种在 6 孔

板，在 37 ℃，5 % CO2细胞培养箱培养过夜；用 200 滋L枪头比

着直尺，垂直平行的划 5次，间距在 0.5 cm左右；用 PBS洗细

胞 3次，去除划下的细胞，加入含 2 %胎牛血清的培养基；放入
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37 ℃、5 % CO2培养箱，培养；按 0，18，36,48小时取样，显微镜

拍照记录。

1.2.9 细胞增殖实验 CCK-8 培养稳定表达细胞株 cNNAT琢、
cNNAT茁、control，胰酶消化计数后，以 4× 103个 /孔铺种于 96

孔板，每孔 100 滋L培养基，每组细胞铺 4个复孔。放置于细胞

培养箱培养 48 h，用 CCK-8试剂盒检测细胞活力。CCK-8检测

步骤：更换培养基；每孔加 10 滋L CCK-8试剂后，培养箱培养 1 h

后，用酶标仪测定培养孔在 450波长的吸光度。
1.3 统计学处理

用 SPSS16.0统计学软件进行数据分析，采用单因素方差

分析法检验三组细胞 CCK-8 数值与细胞划痕数值的组间差

异。检验水准 琢=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 质粒的鉴定
2.1.1 质粒的 PCR鉴定 质粒 PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳

图谱显示（图 1(A)），pNNAT琢条带大小在 200 bp-300 bp之间，
pNNAT茁条带大小在接近 200 bp处，与理论值大小相符（pN-

NAT琢为 262 bp，pNNAT茁为 181 bp）。
2.1.2 质粒的 Western-Blotting鉴定 质粒瞬时转染 RPE细胞
后，Western-Blotting结果显示（图 1(B)），pNNAT琢组，pNNAT茁
组蛋白条带位置与预计大小相符,为 10 kDa左右，表明 pNNA-
T琢，pNNAT茁 转染 RPE 细胞能高效表达 NNAT琢，NNAT茁 蛋
白，而 pSNAV组与空白对照组 RPE细胞在同一检测条件下均

未检测到 NNAT蛋白表达。结果不仅证明 pNNAT琢，pNNAT茁
质粒构建成功，而且能成功将 NNAT琢，NNAT茁两种基因翻译
成蛋白。

2.2 稳定表达细胞株的鉴定
2.2.1 稳定表达细胞株的 Western-Blotting鉴定 稳定表达细

胞株的荧光对照组细胞在经过两轮筛选后，置于荧光显微镜下

观察，视野内细胞中百分百表达绿色荧光蛋白，（图 2（B））。
Western-Blotting结果显示（图 2（A）），cNNAT琢 细胞组，cN-

NAT茁 细胞组均有对应的 NNAT 蛋白条带，control 组、cGFP

细胞组和 RPE细胞组未检测到 NNAT蛋白，与预计结果一样。
2.2.2 稳定表达细胞株 RT-PCR的鉴定 RT-PCR扩增产物琼

脂糖凝胶电泳图谱显示（图 2 (C)），cNNAT琢条带大小在 200

bp-300 bp之间，cNNAT茁条带大小在接近 200 bp处，与理论值

大小相符（cNNAT琢为 262 bp，cNNAT茁为 181 bp），表明目的

质粒的稳定表达细胞株构建成功。

2.3 细胞增殖实验
2.3.1 CCK-8细胞增殖实验 CCK-8的结果显示（图 3），cN-

NAT琢组与对照组相比较，NNAT琢有显著的增殖作用，增值率
为 23.33 %（P<0.05），cNNAT茁组相较于对照组无显著性差异。
2.3.2 流式细胞仪分析细胞周期 我们进一步用细胞流式仪分

析 pNNAT琢，pNNAT茁 和 pSNAV 稳定表达的 RPE 细胞株这

三组细胞的细胞周期。流式细胞仪分析细胞周期结果显示（表

1），NNAT对 RPE细胞周期的影响主要在 S期，cNNAT琢组和
cNNAT茁组细胞在 S期的百分率分别为 11.56 %、5.01 %，对照

组细胞的为 4.23 %。
2.4 细胞迁移实验

从实验结果（图 4）以及划痕宽度数据的统计分析可以发

现，在 18 h时，cNNAT琢组的迁移能力高于对照组，在 36 h时，图 1 质粒的鉴定：（A）构建质粒的 PCR扩增产物凝胶成像;（B）四组

RPE细胞的Western Blotting化学发光成像图片

Fig. 1 Identification of the constructed plasmids:(A) Electropherogram of

PCR amplification products of the constructed plasmids; (B) Western

Blotting analysis of NNAT expression in transfected RPE celllines

图 2 稳定表达细胞的鉴定：（A）五组 RPE细胞的Western Blotting显

影图片；（B）稳定表达细胞荧光对照组图片；（C）稳定表达细胞株

RT-PCR扩增产物凝胶成像

Fig. 2 Stable cell identification: (A) Western Blotting analysis of NNAT

expression in stable transfected RPE celllines;(B) fluorescence image of

the stable transfected pGFP control cellline;(C) Electropherogram of PCR

amplification products of stable transfected RPE celllines

图 3 CCK-8检测三组 RPE细胞增殖能力的直方图

Fig. 3 CCK-8 analysis of three groups of stable transfected RPE cellines

6235· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.32 NOV.2014

（下转第 6245页）

Name cNNAT 琢 cNNAT茁 control

G1 Phase

G2 Phase

S Phase

Total(G2-S Phase)

81.39 %

7.04 %

11.56 %

18.60 %

88.89 %

6.10 %

5.01 %

11.11 %

90.05 %

5.71 %

4.23 %

9.94 %

cNNAT琢组和 cNNAT茁组的迁移能力均高于对照组，并且 cN-

NAT琢组迁移能力也高于 cNNAT茁组的（P<0.05）。

3 讨论

我们课题组成功构建了 Nnat 琢、茁两种剪接形式的表达质
粒，并获得了 Nnat琢和 Nnat茁稳定表达 PRE细胞株，CCK-8实

验检测结果发现，与对照组相比，cNNAT琢组增值率为 23.33 %，

有显著的增殖作用（P<0.05），cNNAT茁组相较于对照组无显著
性差异。进一步的细胞周期分析，cNNAT琢组，cNNAT茁组和对

照组细胞在 S期的百分率分别为 11.56 %、5.01 %、4.23 %，因

此我们总结得出 Nnat琢 对 RPE 细胞增殖有显著的促进作用
（P<0.05），且主要影响在 S期，Nnat茁对 RPE细胞增殖无显著

差异。本研究还发现了 Nnat能显著促进 RPE 细胞的迁移能
力。增殖性玻璃体视网膜病变（proliferative vitreoretinopathy,
PVR）的诱导原因包括视网膜手术时冷凝、热凝、外伤、孔源性

视网膜脱离及眼内炎症，RPE细胞在增殖性玻璃体视网膜病变

的发生和发展过程中起重要作用，被认为是 PVR膜形成和收

缩的最主要的细胞，它不仅是增殖膜形成和收缩的主要细胞，

而且可产生趋化因子吸引纤维胶质细胞和成纤维细胞参与增

殖膜的形成[18]。我们的研究发现 Nnat对 RPE细胞增殖和迁移

有显著的促进作用将有助于深入理解 PVR的发生发展机理。

近些年，已有研究证明了 Nnat参与了葡萄糖引起的胰岛

素分泌的功能调节[10,11]。通过增强胞内钙水平而增强胰岛 茁细
胞分泌胰岛素，而过表达时促进高糖血症引起的胰岛 茁细胞凋
亡，且 Nnat目前已作为干细胞分化为胰腺细胞的标志物[9]，可

见，其在糖尿病的发病机制中发挥一定的作用，而在糖尿病的

重要并发症糖尿病视网膜病变中 Nnat的两种亚型在 RPE 细

胞以及其他相关细胞中是否发挥一定的作用，以及其作用的分

子机制有待于进一步的研究。

我们发现 Nnat对细胞增殖与迁移能力有一定的促进作

用，但其作用的机制尚有待于深入研究，例如哪些信号分子参

与了 NNAT对 RPE细胞的增殖与迁移尚不明确；此外 Nnat琢
和 Nnat茁对 RPE的影响作用有所差异，但这一差异的机制有
待于深入研究，有研究报道 Nnat琢和 Nnat茁在细胞内以均一或
者聚合体的形式存在[17]，该结构的差异是否与影响作用的差异

相关联尚需要进一步明确。

除了 RPE细胞的增殖、迁移行为，其他诸如 RPE细胞的转
化、细胞外基质分泌、细胞的附着和收缩以及对细胞因子的刺

激反应性增加等功能异常在 PVR的发病机理中起着重要的作
用[18]，今后的研究可以拓展到其对 RPE细胞更为广泛的生物学
行为的影响，从而加深对 NNAT功能的理解，为 PVR的发生发
展机理的研究打下一定的基础。
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